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O bambu (Poaceae: Bambusoidae), tem sido utilizado pela humanidade 
desde tempos remotos até os dias atuais. Historicamente, tem sido 
cultivado e explorado intensamente em vários países asiáticos, no 
entanto, vários povos utilizaram as diferentes espécies de bambu como 
material de construção, utensílios e alimentação, entre outros. No Brasil, 
existem muitas espécies nativas pertencentes à subfamília 
Bambusoideae. Entre estas, destaca-se o Guadua chacoensis, pelas suas 
características morfológicas e de rusticidade no ambiente em que ocorre. 
Contudo, na literatura há um limitante número de estudos científicos 
sobre esta e demais espécies de bambu. Os principais dados gerados são 
em espécies asiáticas, onde o uso dos bambus é mais intenso. No Brasil, 
ainda há pouco conhecimento a respeito da diversidade genética 
existente e das características populacionais dos bambuzais. Devido a 
este panorama, o objetivo deste estudo foi desenvolver marcadores 
microssatélites para a espécie G. chacoensis e utilizar os microssatélites 
desenvolvidos em populações nativas desta espécie. Amostras de folhas 
de plantas identificadas morfologicamente como G. chacoensis foram 
coletadas e realizada a extração de DNA total, utilizando o KIT Nucleo 
Spin Plant II (Macherey-Nagel, Düren, Alemanha). O DNA isolado de 
tecidos foliares foi sequenciado na plataforma Illumina MiSeq (San 
Diego, Estados Unidos das Américas). As sequências obtidas foram 
analisadas com o software CLC Genomics Worckbench
®
 8.0v. Para a 
identificação de locos microssatélites e desenho de iniciadores dos 
marcadores (forward | reverse) foram utilizados o software SSRLocator. 
Os marcadores selecionados foram validados para uso por meio da 
genotipagem de 168 indivíduos oriundos de oito populações distintas, 
sendo, seis destas, populações nativas da Mata Atlântica, coletadas no 
Parque Nacional do Iguaçu, Foz do Iguaçu, PR e duas populações 
cultivadas, uma em Florianópolis e outra em Rancho Queimado, SC, 
BR. Os marcadores com maior potencial de polimorfismo foram 
selecionados, sintetizados com fluorescência e utilizados para avaliar a 
diversidade genética nas populações nativas coletadas, totalizando 575 
indivíduos coletados. Dentre os marcadores microssatélites obtidos, 
foram selecionados 35 pares (forward | reverse) para serem submetidos 
a testes de amplificação e otimização do protocolo de PCR. Destes, 
foram identificados 13 marcadores com maior potencial de uso. A 
validação dos marcadores para uso futuro foi realizada com indivíduos 
em seis populações distintas. Os 13 marcadores com maior potencial de 
polimorfismo foram selecionados e confeccionados com fluorescência 
para serem genotipados na plataforma ABI 3500xL Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems, Foster City, Estados Unidos das Américas). Dos 
13 marcadores, sete (54%) detectaram polimorfismo, enquanto um não 
apresentou resultados satisfatórios de amplificação e foi descartado das 
análises seguintes. Os sete locos polimórficos encontrados são passiveis 
de serem empregados em estudos genéticos da espécie G. chacoensis. 
Com base na genotipagem das populações, foram verificados 25% de 
locos polimórficos, sendo Gcha 02 o loco com maior número de alelos 
(5). Alelos privados foram identificados no loco Gcha 02 para a 
população PF, no loco Gcha 05 para a população AF e dois alelos do 
loco Gcha 21 na população EF. A maior distância genética foi 
observada entre as populações IF e as demais, EF, AF e CF (0,150). As 
populações IF e PF apresentaram diferença genética menor entre si e 
maior distância genética quando comparadas as demais. A análise da 
estrutura populacional demonstra que a maior diversidade genética está 
entre os indivíduos, ao passo que as populações apresentaram elevada 
identidade genética. As populações de G. chacoensis presentes no 
Parque Nacional do Iguaçu apresentam reduzido polimorfismo nos locos 
microssatélites empregados neste estudo. Provavelmente devido à 
reduzida distância geográfica em que se encontram, bem como pela 
propagação vegetativa. 
 




Since ancient times, bamboo (Poaceae: Bambusoidae) has been used by 
mankind. Historically, several Asian countries have intensively 
cultivated and exploited bamboo species, mainly as building material, 
utensils, food, among others. Brazil holds many indigenous species 
belonging to the subfamily Bambusoideae. Among them, Guadua 
chacoensis stands out by their morphological characteristics and 
hardiness. However, a limited number of scientific studies on bamboo 
species can be found in the literature. In general, these studies focus on 
Asian species, which have most intense use. In Brazil, little is known 
about the genetic diversity and population characteristics of bamboo 
groves. Thus, the objective of this study was to develop microsatellite 
markers for G. chacoensis and use these developed microsatellites in 
naturally occurring populations. Leaf samples of individuals 
morphologically identified as G. chacoensis were collected for DNA 
extraction using the Nucleo Spin Plant II Kit (Macherey-Nagel, Düren, 
Germany). A single individual were arbitrarily chosen for sequencing in 
Illumina MiSeq platform (San Diego, United States of America). The 
obtained sequences were analyzed with CLC Genomics Worckbench® 
8.0v software. Microsatellite identification and primer design (forward | 
reverse) were made on SSRLocator software. The selected markers were 
validated for use by genotyping 168 individuals from eight different 
populations: six naturally occurring populations of the Atlantic Florest, 
in the Iguaçu National Park, Foz do Iguaçu, PR; and two grown 
populations, one in Florianópolis and another in Rancho Queimado, SC, 
BR. Among the obtained microsatellite markers, 35 pairs were selected 
(forward | reverse) to undergo amplification testing and PCR 
optimization. The 13 markers with higher polymorphism potential were 
selected and fluorescence-dyed for genotyping in 3500xL ABI Genetic 
Analyzer platform (Applyed Biosystems, Foster City, United States of 
America). The validation of these markers was performed with 
individuals of six different populations, totaling 575 individuals 
collected. Seven markers (54%) were polymorphic, five were 
monomorphic, and one was discarded for not showing satisfactory 
results of amplification. The seven polymorphic loci found are likely to 
be used in genetic studies G. chacoensis species. Based on the 
population genotyping, 25% of loci were polymorphic, with Gcha 02 
presenting the highest number of alleles (5). Private alleles were 
identified in loci Gcha 02 (PF population), Gcha 05 (AF population), 
and Gcha 21 (EF population). The largest genetic distance (0.150) was 
observed between IF population and the others (EF, AF, and CF). The 
IF and PF populations had lower genetic difference between them and 
greater genetic distance when compared with others. The population 
structure analysis shows that greater genetic diversity is among 
individuals, while populations showed high genetic identity. Populations 
of G. chacoensis in the Iguaçu National Park have reduced 
polymorphism in microsatellite loci used in this study, probably due to 
the limited geographical distance between them and the vegetative 
propagation characteristic of the species. 
 
Key words: Bamboo. SSR. Primers. Molecular polymorphism. 
conservation. 
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O presente trabalho de dissertação foi realizado no âmbito do 
projeto “Tecnologias para o desenvolvimento sustentável da cadeia 
produtiva do bambu no sul do Brasil”, aprovado e financiado pelo 
Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 
(CNPq). Deste projeto constam também outros nove subprojetos, 
desenvolvidos em parceria entre a Universidade Federal de Santa 
Catarina (UFSC), Universidade Federal do Paraná (UFPR), 
Universidade Federal de Viçosa (UFV), Universidade do Estado de 
Santa Catarina (UDESC), Universidade Comunitária da Região de 
Chapecó (Unochapecó), Universidade do Sul de Santa Catarina 
(Unisul), Universidade de Costa Rica (UCR), e Associação Catarinense 
do Bambu (BambuSC). 
Este conjunto de projetos visa elucidar as principais questões 
pertinentes ao cultivo de bambu e desenvolvimento da cadeia produtiva 
deste grupo de plantas no sul do Brasil e, de forma ampla, no cenário 
nacional. No país há utilização histórica e cultivo do bambu, 
principalmente por povos nativos, que o utilizavam para diversas 
finalidades, resultando em populações nativas de bambu distribuídas na 
paisagem (Noia, 2012). 
Sobretudo, a utilização econômica atual do bambu tem sido a 
produção de celulose, não obstante, outros usos podem ser empregados. 
Como na construção urbana ou rural, em telhados, estruturas, pisos, 
revestimentos, paredes, sistemas de irrigação, artesanato, móveis, 
utensílios domésticos, carvão, álcool, bebidas, alimentação, fertilizantes, 
produtos farmacêuticos, plantas ornamentais e laminados (Oliveira, 
2006). Acima das utilidades domésticas, os bambuzais nativos 
apresentam benefícios ecológicos, pois proporcionam a infiltração da 
água no solo, auxiliam no controle da erosão, reduzem o assoreamento 
de corpos d’água e capturam o gás carbono da atmosfera, que é 
incorporado em sua biomassa (Delgado, 2011). 
Mesmo com diversas utilidades, existe carência de estudos 
científicos visando à conservação e a utilização das espécies de bambu, 
principalmente as nativas da América, pois a maior parte dos estudos 
divulgados com estas plantas é realizada no continente asiático, devido 
ao seu uso intensivo nos países desta região. Conhecer a forma como os 
recursos genéticos entre as populações estão distribuídos e a diversidade 
genética, é de importância primária para a conservação do potencial 
evolutivo e da diversidade genética das espécies (Hamrick; Godt, 1989). 
Atualmente, pouco se conhece a respeito dos recursos genéticos 
das espécies nativas da América do Sul, havendo carência de 
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ferramentas para identificação e diferenciação molecular destas 
espécies, bem como entender as dinâmicas de fluxo gênico existente 
nestas populações e como se encontra a estrutura e diversidade genética 
das mesmas. 
Assim, como a riqueza de espécies, é também importante 
conhecer a diversidade e os recursos genéticos disponíveis, 
possibilitando traçar planos de conservação e melhoramento (Kageyama 
et al., 2003; Vieira et al., 2009). Para conhecimento da dinâmica de 
populações vegetais, tem-se utilizado estudos baseados na genética de 
populacional, através da genotipagem dos indivíduos que a compõe. 
Nestes estudos, preferencialmente é empregado o uso de marcadores 
moleculares baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction). Como é o 
caso dos microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats), devido a 
estes possuírem caráter co-dominante. 
Marcadores microssatélites são compostos por pares de 
iniciadores específicos (primers) complementares às sequências únicas 
que flanqueiam uma região repetitiva do genoma, normalmente não 
codificante para proteína e praticamente isenta de seleção. Os 
microssatélites destacam-se ainda por apresentarem elevado conteúdo de 
informação por loco gênico, discriminação entre heterozigotos e 
homozigotos (codominante), natureza multialélica e requerem pequena 
quantidade de DNA para sua amplificação (Weber; Wong, 1993; Priori 
et al., 2013), necessitando da técnica de eletroforese para detecção do 
tamanho dos fragmentos amplificados. 
Tais características permitem inferências mais robustas quanto à 
diversidade e estrutura genética de populações, comparativamente a 
marcadores dominantes como RAPD (Random Amplified Polymorphic 
DNA), e AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) (Powell et 
al., 1996). Além disso, após a obtenção de microssatélites polimórficos, 
os custos da utilização desses marcadores reduzem-se drasticamente 
(Buso et al., 2003). 
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2. HIPÓTESES E OBJETIVOS 
 
2.1. Hipóteses Testadas 
 
a) O genoma de Guadua chacoensis possui regiões microssatélites 
polimórficas possíveis de serem empregadas para estudos de genética 
populacional. 
b) O uso de marcadores para as regiões microssatélites pode ser utilizado 
para a espécie Guadua chacoensis em genética de populações. 
c) As populações de Guadua chacoensis presentes no Parque Nacional do 
Iguaçu, Foz do Iguaçu/PR, BR, estão estruturadas geneticamente, 
apresentando diferenças alélicas e genotípicas entre si. 
 
2.2. Objetivos 
2.2.1. Objetivo geral 
Identificar, desenhar e validar marcadores microssatélites 
nucleares para analisar a diversidade e estrutura genética de populações 
nativas de Guadua chacoensis. 
 
2.2.2. Objetivos específicos 
a) Identificar locos microssatélites no genoma nuclear de 
Guadua chacoensis. 
b) Desenhar, testar e caracterizar marcadores microssatélites 
identificados. 
c) Caracterizar a diversidade e estrutura genética de populações 
nativas de Guadua chacoensis. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1. Bambu 
A origem do bambu ocorreu muito provavelmente no Mioceno, 
junto a outras gramíneas, antes mesmo do surgimento do homem. Seu 
provável centro de origem é a Ásia; entretanto está espalhado por todo o 
planeta (Wang et al., 2014). Devido aos bambus terem sido muito útil 
para o crescimento e desenvolvimento da população humana, desde o 
inicio da história da humanidade, principalmente quando o homem 
chegou a Ásia. Estas plantas serviram de matéria-prima para a 
confecção de elementos mecânicos ou estruturais necessários à vida. 
Sendo obtida nos próprios locais de confecção (Ghavami; Marinho, 
2005). 
Botanicamente, os bambus pertencem à subfamília 
Bambusoideae, família Poaceae, que possui elevada importância 
ecológica e econômica. A distribuição das diferentes espécies de bambu 
ocorre mundialmente entre os paralelos 47ºS e 46ºN, em altitudes que 
vão desde o nível do mar a até 4.300 m (Nirmala et al., 2014). Devido à 
vasta distribuição geográfica e ampla utilização, poucas espécies 
vegetais foram ao longo da história tão intensamente utilizadas e 
difundidas como os bambus (Beraldo; Rivero, 2003). 
Na atualidade, o número de espécies de bambu distribuídas pelo 
mundo, não é totalmente conhecida. Pouco se sabe sobre a dimensão da 
diversidade genética destas espécies. Por volta da década de 1970 foi 
estimado que os bambus estivessem divididos em 60 gêneros, com 
aproximadamente 600 a 700 espécies (Grosser; Liese, 1971). Contudo, 
estudos recentes baseados em biologia molecular apontam que existem 
ao menos 1.439 espécies, alocadas em 116 gêneros (Nirmala et al., 
2014), embora outros autores tenham apontado anteriormente para uma 
estimativa de aproximadamente 1.575 espécies (Singh et al., 2012). Por 
outro lado, há consenso de que a Ásia detém o maior número de 
espécies de bambu (Sungkaew et al., 2009). 
Nas Américas estão presentes 473 espécies distribuídas em 41 
gêneros. Somente no Brasil, há relatos da presença de 34 gêneros 
nativos, dos quais, 16 são herbáceos, com aproximadamente 75 espécies 
e 18 são lenhosos, com aproximadamente 155 espécies (Noia, 2012; 
Marinho et al., 2014). Esta riqueza de espécies representa 
aproximadamente 14% do número total de espécies de bambu estimado 
por Singh et al. (2012). Contudo, devido à aplicabilidade intensiva de 
ferramentas moleculares, novos agrupamentos filogenéticos estão 
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constantemente sendo criados para melhor classificação dos gêneros e 
espécies pertencentes aos bambus (Goh et al., 2013). 
Em países ocidentais, especialmente no Brasil, pouco do 
potencial das espécies de bambu disponíveis é utilizado, isto se torna 
evidente quando comparado a países como a China, maior produtor e 
consumidor de produtos oriundos de bambus (Moizés, 2007). As 
espécies de bambu são historicamente subutilizadas no Brasil, 
principalmente devido à falta de estratégias de uso e manutenção da 
diversidade e potencial genético disponível (Pereira Neto et al., 2009), 
não havendo programas de conservação ou melhoramento do material 
genético para utilização. 
Dentre os gêneros de bambu com potencial comercial, está o 
gênero Guadua, nativo da América do Sul, mais especificamente do 
bioma Amazônia, está distribuído por toda a América do Sul, sendo 
relatada a presença na Argentina (Agrasar; Rodríguez, 2003; Guerreiro, 
2014), região sul do Brasil pertencente ao bioma Mata Atlântica (Greco, 
2013) e ao bioma Pampa (Guadagnin, 2015), demonstrando que o 
gênero apresenta ampla base genética adaptando-se a diversos 
ambientes. 
Dentre as espécies pertencentes ao gênero Guadua, encontradas 
no sul do Brasil, está G. chacoensis (Figura 3.1). O uso desta espécie é 
descrita na literatura principalmente para artesanato (Greco, 2013), 
devido as suas características botânicas propicias. Contudo, estudos 
recentes demonstram a potencialidade de seu uso para descontaminação 
hídrica (Mendonça, 2010), entre outros usos. Entretanto, uma fração 
muito pequena do material genético disponível desta espécie já foi 




Figura 3.1. Bambu Guadua chacoensis, em população nativa da espécie, com 
destaque para; A) Ramificação lateral e presença de espinho; B) Entrenós 
da base do colmo; C) Entrenós do colmo principal; D) Planta com presença 
de folhas do colmo (Esquerda) e com ausência das mesmas (Direita). 
 
3.2. Diversidade e estrutura genética de populações 
Estudos visando conhecer a estrutura e a diversidade genética em 
populações nativas vem sendo desenvolvidos para conhecer o 
comportamento genético de algumas espécies, principalmente em 
biomas deteriorados. Como é o caso da Mata Atlântica, onde 
atualmente, resta 1% de sua área original (Ribeiro et al., 2009). 
Ainda, neste ambiente há fragmentação do continuo florestal, este 
cenário possui influência sobre a estrutura genética da população de 
algumas espécies. Como evidenciado em estudos com Dermanura 
watsoni (Ripperger et al., 2013), Cistus salviifolius, Myrtus communis, 
Pistacia lentiscus, Quercus coccifera (Aparicio et al., 2012) e Vochysia 




No atual cenário, torna-se necessário conhecer a diversidade 
presente em algumas espécies, assim como a estrutura genética de suas 
populações presentes em ambientes como a Mata Atlântica. Para 
estudos com maior precisão dos estimadores de genética populacional, 
tem sido utilizado marcadores moleculares. Ferramenta capaz de acessar 
a base genética dos indivíduos amostrados, estando tais marcadores 
livres de influências ambientais ou fenológicas (Belaj et al., 2012; 
Manel; Holderegger, 2013; Xu et al., 2012). 
Dentre os marcadores moleculares, para tomar inferências dos 
estimadores genéticos populacionais, os marcadores para locos 
microssatélites tem sido largamente empregados, devido a sua natureza 
co-dominante, permitindo separar homozigotos de heterozigotos e 
elevado potencial informativo (Emanuelli et al., 2013; Poczai et al., 
2013). 
 
3.3. Marcadores moleculares microssatélites (SSRs) 
Os genomas eucariotos são densamente povoados por 
microssatélites ou sequências simples repetidas, as quais consistem em 
sequências curtas adjacentes repetidas, e apresentam ampla 
aplicabilidade de uso em estudos genéticos vegetais (Morgante; Olivieri, 
1993). As sequências de DNA que flanqueiam os microssatélites são 
conservadas entre os indivíduos de uma mesma espécie, permitindo 
seleção de iniciadores (primers) específicos que amplificam, via reação 
da polimerase em cadeia (PCR, na sigla em inglês), fragmentos 
contendo o DNA repetitivo em todos os genótipos (Vieira, 2004). 
Os microssatélites destacam-se ainda por apresentarem elevado 
conteúdo de informação por loco gênico, discriminação entre 
heterozigotos e homozigotos (codominante), natureza multialélica e 
requerem pequena quantidade de DNA para sua amplificação (Weber; 
Wong, 1993; Priori et al., 2013). Devido a estas características, é 
passível o uso de marcadores microssatélites em estudos de genética 
populacional, como diversidade, estimativa do coeficiente de 
endogamia, ou fixação gênica, fluxo gênico, além de auxiliar na seleção 
de genótipos em programas de melhoramento, análise de pedigree, 
estimativa de distância genética entre indivíduos e caracterização de 
cultivares (Moreira et al., 2007; Vieira et al., 2009). 
O polimorfismo existente entre os alelos é verificado pelo 
tamanho do fragmento gerado, devido à variação do número de copias 
da repetição (Oliveira et al., 2008). Entretanto, para isto, é necessário o 
sequenciamento prévio de regiões do genoma em que há sequências 
microssatélites, possibilitando construir marcadores (forward | Reverse) 
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específicos para flanquear estas regiões. Visando assegurar maior 
precisão devem-se desenvolver marcadores que apresentem sequências 
relativamente curtas (aproximadamente 20 pb) e apresentar regiões 
flanqueadoras conservadas para o desenvolvimento de iniciadores 
universais (Kresset al., 2005; Dal Ri, 2012). 
O sequenciamento prévio foi um dos grandes gargalos do 
desenvolvimento e, consequentemente, do uso de marcadores 
microssatélites. Contudo, devido ao advento de novas tecnologias, como 
o sequenciamento de nova geração, nos últimos anos ocorreu uma 
significativa redução dos custos e melhor acessibilidade às técnicas de 
sequenciamento de DNA. Este fato proporcionou a expansão no uso de 
marcadores microssatélites em estudos populacionais de diversas 
espécies animais, vegetais e micro-organismos (Alzate-Marin et al., 
2005; Gonçalves, 2010; Menezes et al., 2006; Moreira et al., 2007; Reis 
et al., 2011; Torga et al., 2010). 
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4. CAPITULO I IDENTIFICAÇÃO, DESENHO E 




O bambu (Poaceae: Bambusoideae) é uma das gramíneas florestais mais 
rústicas encontradas. Muito embora, a maior diversidade de espécies 
esta na Ásia, muitas espécies são nativas de praticamente todos os 
continentes, com exceção de Europa e Antártica. A espécie de bambu 
lenhoso, conhecida como Guadua chacoensis, é nativa da América do 
Sul. Esta espécie destaca-se como promissora para uso e conservação, 
devido suas características morfológicas e adaptabilidade ao ambiente. 
Contudo, é limitante o número de estudos científicos sobre diversidade 
genética desta espécie de bambu. Devido ao cenário exposto, o objetivo 
desta pesquisa foi desenvolver marcadores microssatélites para serem 
aplicados em estudos genéticos de Guadua chacoensis. Foram coletadas 
amostras de folhas de uma planta da espécie G. chacoensis, 
devidamente identificada por caracteres morfológicos. Foi realizada a 
extração de DNA e sequenciamento na plataforma Illumina MiSeq. As 
sequências obtidas foram analisadas com o software CLC Genomics 
Workbench
®
 8.0v. Foram encontrados 92 locos microssatélites nos 
fragmentos sequenciados do genoma de G. Chacoensis, dos quais os 
motivos mais frequentes foram do tipo di-, tri- e tetranucleotídeos. A 
identificação de locos microssatélites e desenho de iniciadores foi 
realizado com auxílio do software SSRLocator. Foram desenhados 
iniciadores para 70 motivos microssatélites. Os demais 22 motivos 
foram encontrados em regiões não passíveis de serem flanqueadas por 
marcadores isentos de estruturas secundárias. Dentre os marcadores 
construídos, foram selecionados 35 pares (forward | reverse) para 
confecção e testes de amplificação e otimização do protocolo de PCR. 
Destes, foram selecionados marcadores para 13 locos microssatélites 
com maior potencial de uso. A validação dos marcadores para uso 
futuro foi realizada com indivíduos em populações distintas. Estes 
marcadores com maior potencial de polimorfismo foram confeccionados 
com fluorescência para serem genotipados na plataforma ABI 3500xL 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Dos 13 marcadores, sete (54%) 
foram polimórficos, enquanto um não apresentou resultados satisfatórios 
de amplificação e foi descartado das análises seguintes. Os sete locos 
polimórficos encontrados são passiveis de serem empregados em 
estudos genéticos da espécie G. chacoensis. Os cinco locos que não 
revelaram polimorfismo com as amostras testadas necessitam de novos 
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testes com indivíduos de outras populações, a fim de exaurir as 
possibilidades de uso dos mesmos. Há ainda, marcadores para outros 57 
locos encontrados, que necessitam ser caracterizados e otimizados para 
testar sua aplicabilidade de uso em estudos genéticos para Guadua 
chacoensis. 





Bamboo (Poaceae: Bambusoideae) is considered one of the most rustic 
forest grasses. Asia holds the greatest diversity of bamboo species, but 
they are indigenous of all continents, except Europe and Antarctica. The 
woody bamboo species, Guadua chacoensis, is indigenous of South 
America. This species stands out as promising for use and conservation, 
specially because its morphological characteristics and hardiness. 
However, limiting scientific studies on genetic diversity of this bamboo 
species were made. Thus, the objective of this study was to develop 
microsatellite markers to be used in genetic studies of G. chacoensis. 
Leaf samples of a single individual of G. chacoensis species identified 
by morphological characters were collected for DNA extraction. 
Sequencing was performed on Illumina MiSeq platform. The obtained 
reads were analyzed with CLC Genomics 8.0V Workbench® software. 
The sequenced fragments of G. chacoensis genome revealed 92 
microsatellite loci, of which the most frequent motifs were di-, tri-, and 
tetranucleotide repeats. Microsatellite loci identification and primer 
design was carried out with SSRLocator software. Primers could be 
designed for 70 microssatellite motifs, the other 22 motifs were not 
flanked by regions free of secondary structure. Among the 70 markers, 
35 pairs were selected (forward | reverse) for synthesis and PCR 
protocol optimization. Among them, 13 SSR loci with potential for use 
were selected and validated for future use with individuals in different 
populations. These markers with greater potential polymorphism were 
fluorescence-dyed for genotyping in ABI platform 3500xL Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems). Seven (54%) markers were 
polymorphic, and only one did not show satisfactory results and was 
discarded. The seven polymorphic loci found are likely to be used in 
genetic studies of G. chacoensis species. The five monomorphic loci 
need further tests with other populations in order to exhaust the 
possibilities of use. There are also other 57 loci markers found, they 
need to be characterized and optimized to test its applicability for use in 
future genetic studies of G. chacoensis. 




O bambu (Poaceae: Bambusoideae) é uma das principais 
subfamílias das gramíneas. Sua maior diversidade de espécies é 
encontrada na Ásia, mais especificamente no sul da China, onde os 
bambus possuem elevada importância econômica, ecológica e social 
(Yuming et al., 2004). Espécies de diferentes gêneros de bambu estão 
distribuídas por todo o mundo, exceto Europa e Antártida (Clark et al., 
2015), possuindo diferentes usos por diversas populações nativas nos 
locais mais remotos. 
Estas plantas são extremamente robustas, compostas por mais de 
115 gêneros onde se concentra mais de 1.400 espécies descritas 
(Kelchner; Group, 2013). Estudos filogenéticos demonstraram que os 
bambus lenhosos temperados possuem divergência dos demais bambus 
desde o inicio da história evolutiva destas espécies (Zhang et al., 2011), 
com peculiaridades que os tornam um grupo distinto das demais 
espécies de bambus. 
O gênero Guadua, representante de bambu lenhoso, abrange 
grande número de espécies, algumas endêmicas da América do Sul 
(Clark, 2001), dentre estas, o G. chacoensis (2n = 2x = 46) (Andrada et 
al., 2007; Rincón; Castillo, 2012). Mesmo sendo relatada na literatura a 
importância ecológica desta espécie nos habitats em que ocupa, há 
pouco conhecimento científico sobre seu comportamento reprodutivo 
(Areta et al., 2009). Desconhece-se também a estrutura e a diversidade 
genética existente nas populações nativas remanescentes desta espécie. 
Dentre as espécies conhecidas, os bambus lenhosos distinguem-se 
das demais devido ao seu caule lenhoso e pela reprodução sexual em 
intervalos que variam de 40 a 120 anos (Janzen, 1976). Estudos de 
acompanhamento do ciclo reprodutivo descrevem que está espécie 
possui floração, em intervalos de aproximadamente 31 anos (Guerreiro, 
2014). No entanto, não há conhecimento de como o processo de 
florescimento interfere na composição genética das populações. 
Com o avanço do conhecimento científico e tecnológico da 
genética molecular, novas tecnologias tornam possíveis caracterizar a 
diversidade, estrutura genética e descritores de seleção assistida, para 
espécies como o G. chacoensis. Com isso, superam-se as limitações 
encontradas em estudos anteriores, que empregaram marcadores 
moleculares dominantes, assim, pouco informativos, para espécies de 
bambu (Rugeles-Silva et al., 2012). 
Dentre os marcadores mais informativos estão as Sequências 
Simples Repetidas (SSR, na sigla em inglês), ou microssatélites, 
fragmentos do DNA repetidos em tandem, amplamente distribuídos em 
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genomas de eucariotos, que apresentam alta taxa de mutação devido a 
fatores como a desigual recombinação nestes locos e o escorregamento 
ocasionado pela enzima DNA-polymerase durante a replicação das 
células (Tóth et al., 2000). Devido a estas características, marcadores 
microssatélites possuem alto valor informativo, natureza multialélica, 
herança codominante e ampla cobertura do genoma (Powell et al., 
1996), motivos pelos quais vem sendo universalmente utilizado em 
estudos genéticos diversos (Varshney et al., 2005). 
Contudo, marcadores microssatélites somente podem ser 
utilizados em alguma espécie por meio de duas formas, serem 
transferidos de espécies próximas na escala evolutiva, ou construídos 
para a própria espécie. O desenvolvimento de microssatélites específicos 
requer o sequenciamento de fragmentos do genoma, análise e montagem 
dos fragmentos sequenciados (obtenção dos contigs), identificação de 
locos microssatélites, desenho de iniciadores nas regiões flanqueadoras 
dos locos e validação dos mesmos (Powell et al., 1996). 
Para o gênero Guadua, estudos relatam sucesso na transferência 
de marcadores microssatélites provenientes de outras espécies, como o 
arroz e a cana-de-açúcar (Marulanda et al., 2007). Contudo, não há 
estudos genéticos empregando estes locos para elucidar o estado da 
diversidade genética da espécie. Bem como, a ausência de marcadores 
microssatélites específicos para G. chacoensis, motivaram a realização 
deste estudo que teve como objetivo desenvolver e validar marcadores 
microssatélites para serem aplicados em estudos genéticos em Guadua 
chacoensis. 
 
4.4. Material e Métodos 
As amostras foliares, oriundas de populações naturais, 
empregadas neste estudo, foram coletadas com autorização de coleta 
(processos 45390 e 48802-1) emitida pelo Instituto Chico Mendes de 
Conservação da Biodiversidade (ICMBio) SISBIO. A amostra, 
constituída de 10 g de folhas frescas, utilizada para o desenvolvimento 
dos microssatélites, foi coletada de uma planta identificada, por 
caracteres botânicos, como Guadua chacoensis, cultivada em 
Florianópolis, SC (Brasil). Desta mesma planta foi coletada uma 
exsicata e depositada no herbário FLOR-UFSC (FLOR0058621). 
As demais amostras populacionais foram compostas de 
aproximadamente 10 g de limbo foliar fresco para cada indivíduo, 
desidratado com sílica gel para transporte e extração do DNA. Para 
validação e caracterização dos microssatélites foram utilizadas amostras 
de seis populações nativas da Mata Atlântida, dentro de um continuo 
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florestal, no Parque Nacional do Iguaçu, Foz do Iguaçu, Paraná, Brasil 
com 24 indivíduos em cada, somadas à amostras de duas populações 
cultivadas de 12 indivíduos cada. 
A extração do DNA foi realizada com uso do kit comercial 
Nucleo Spin Plant II (Macherey-Nagel). Assim, para cada amostra, 100 
mg de material vegetal previamente desidratado foi triturada e 
homogeneizada em Precellys. Em cada amostra triturada foi adicionado 
400 µL de buffer PL1 e 10 µL de solução RNAse A, sendo 
homogeneizada e incubada em banho-maria a 65 ºC por 10 min. Então 
cada solução foi transferida para uma membrana filtro e centrifugada 
por 2 min a 11.000 g visando, filtrar a fase líquida dos detritos vegetais. 
Na sequência foi adicionado 450 µL de buffer PC, homogeneizado por 
meio da pipetagem up and down por 5 vezes, e então 700 µL de cada 
amostra foi transferido para outra coluna de 2 ml com membrana de 
sílica e novamente centrifugado por 1 min a 10.000 g. Nesse passo o 
buffer PC promove a ligação do DNA vegetal à membrana (filtro). 
Assim foi descartado o sub-nadante, a membrana foi mantida e o DNA 
(ligado à membrana) foi purificado, por meio da adição de 400 µL de 
buffer PW1 na coluna, seguido de centrifugação por 1 min a 11.000 g e 
descarte do sub-nadante. Em seguida foi adicionado mais 500 µL de 
buffer PW2 e realizada a centrifugação por 1 min a 10.000 g. 
Novamente descartou-se o sub-nadante, e adicionaram-se outros 500 µL 
de buffer PW2 seguido de centrifugação por 2 min a 11.000 g, 
descartando-se, mais uma vez, o sub-nadante. Na sequência a coluna foi 
alocada em um novo microtubo de 1,5 mL e ambos foram mantidos em 
uma estufa a 65 ºC, em seguida adicionou-se 50 µL de buffer PE (65 °C) 
no centro da membrana que foi incubada por mais 5 min a 65 ºC, 
seguida de centrifugação por 1 min a 11.000 g. Foi feita nova adição de 
50 µL de buffer PE e uma nova incubação por 5 min a 65 ºC seguida de 
centrifugação por 2 min a 11.000 g. O PE utilizado para eluir o DNA faz 
com que o DNA desligue-se da membrana e permaneça eluído no sub-
nadante junto ao PE. Ao final foram obtidos 100 µL de DNA extraído, 
que foram imediatamente congelados a - 20 °C até seu posterior uso. 
As estimativas de quantidade e qualidade das amostras de DNA 
foram obtidas com auxílio de eletroforese de gel de agarose e da leitura 
em espectrofotômetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Waltham, 
Massachusetts, Estados Unidos das Américas). A eletroforese foi 
realizada a 100 V por 60 min em gel de agarose +TBE 1x [0,8%], com 
2µL das amostras acrescidos de três µL de tampão de carregamento com 
GelRed
®
 (1:500). No mesmo gel foram carregadas amostras de DNA-
lambda (λ DNA) nas concentrações de 12,5 ng µL
-1
, 25 ng µL
-1




 e 100 ng µL
-1
 para comparação da fluorescência com as demais 
amostras. 
A leitura das fluorescências das amostras foi realizada em 
fotodocumentador (UVP, Upland, Califórnia, Estado Unidos das 
Américas) em comprimento de onda na faixa de ultravioleta. Nas 
análises via Nanodrop foi utilizado 1µL de DNA para leitura da 
absorbância nas faixas de 230, 260 e 280 nm, o que permite tanto a 
quantificação de ácidos nucléicos (A260), quanto à qualidade informada 
pelo valor das relações A260/A230 (ácidos nucléico/compostos fenólicos) 
e A260/A280 (ácidos nucléico/compostos orgânicos). 
O sequênciamento do DNA para o desenvolvimento dos 
microssatélites foi realizado no Departamento de Bioquímica e Biologia 
Molecular, Núcleo de Fixação Biológica de Nitrogênio da Universidade 
Federal do Paraná, utilizando o kit Nextera XTDNA Sample Prep Kit 
(Illumina Inc., San Diego, Califórnia, USA) de acordo com as instruções 
do fabricante. A extração do DNA e a genotipagem dos locos 
microssatélites das amostras para os estudos genéticos foram realizadas 
no Laboratório de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal da 
Universidade Federal de Santa Catarina (LFDGV/UFSC). 
Os reads obtidos no sequenciamento do DNA foram analisados 
com auxílio do software CLC Genomics Workbench
®
 8.0v. Para realizar 
o trimming foi utilizado o escore limite de qualidade de 0,01 e 
descartados os reads menores que 50 bases para a construção da fita 
consenso, utilizando a abordagem de novo para montagem e obtenção 
dos contigs. A limpeza das sequências não nucleares foi realizada 
utilizando os acessos gb|JN120789.1, gb|EU365401.1 e gb|KT373814.1 
(Vieira et al., 2015), disponíveis no banco de dados do National Center 
for Biotechnology Information (Wheeler et al., 2007) e a ferramenta on 
line Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et al., 1990). 
Após a obtenção dos contigs nucleares, foi realizado o 
mapeamento dos locos microssatélites com auxílio do software 
SSRLocator (Maia et al., 2008), considerando como locos 
microssatélites os fragmentos contendo no mínimo 12 repetições para 
mononucleotídeos, 6 repetições para dinucleotídeos, 4 repetições para 
trinucleotídeos, 3 repetições para tetranucleotídeos e pentanucleotídeos 
e duas repetições para hexanucleotídeos. 
O software SSRLocator também foi utilizado para desenho dos 
iniciadores em sequências flanqueadoras aos locos mapeados, 
empregando-se o algoritmo do software Primer3. Os parâmetros 
adotados para a construção dos iniciadores (forward | reverse) foram: 
temperature of melting (TM) mínima 57 °C, máxima 63 °C e ótima 60 
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°C, máximo de 1 °C de diferença na TM entre forward e reverse; 
conteúdo GC mínimo 40% e máximo 60%; tamanho de fragmentos 
amplificados (amplicon) mínimo de 100 e máximo de 350 pares de base; 
comprimento dos iniciadores (primer length) com mínimo de 18, 
máximo de 22 e ótimo de 20 nucleotídeos. Os marcadores gerados 
foram analisados com o software Gene Runner
® 
para assegurar a 
inexistência de formação de estrutura secundária. 
Dentre os locos microssatélites obtidos e para os quais foi 
possível desenhar iniciadores, foram selecionados os 35 com maior 
potencialidade de uso em estudos de genética de populações. Levando 
em conta para isto critérios como ausência de formação de estruturas 
secundárias e temperatura melting próximas entre forward e reverse. Os 
iniciadores foram confeccionados e as reações de amplificação 
otimizadas, utilizando-se diferentes concentrações de reagentes e ciclos 
de amplificação em temperaturas de anelamento entre 52 e 62 °C, com 
intervalos de 2 °C. Para isto foi utilizado amostras de DNA obtidas de 8 
indivíduos Guadua chacoensis, amostrados em 4 populações naturais do 
Parque Nacional do Iguaçu, Foz do Iguaçu, PR (BR). 
O protocolo inicial de amplificação utilizado consistiu de 1,5 μL 
de tampão de PCR 10 x, 2mM MgCl2, 0,2 mM de dNTP, 0,2 μM do 
primer Forward e 0,2 μM do primer Reverse e 1 unidade de Taq 
polimerase, em 10 μL de reação final. Em programa de ciclagem 
térmica: 95 °C durante 3 min; 35 ciclos de 95 °C durante 30 s, 
temperatura de anelamento durante 30 s e 72 °C durante 1 min, seguido 
de extensão final de 72 °C durante 30 min. 
Para verificar a qualidade de amplificação dos marcadores, após a 
PCR, foram realizadas eletroforeses horizontais em géis de agarose 
(Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, Estados Unidos das Américas) e 
tampão TBE 1X [3%], por aproximadamente 120 min em corrente 
continua com voltagem de 100 volts. Cada amostra foi preparada 
utilizando-se 2 µL do produto de PCR adicionados a 3 µL de tampão de 
carregamento com GelRed
®
 (1:500). O marcador de peso molecular 
conhecido (ladder de 1 kb) foi adicionado ao gel para possibilitar a 
estimativa do tamanho dos fragmentos gerados. 
Os marcadores que apresentaram resultados duvidosos, ou 
ausência de bandas visíveis, foram submetidos novamente à PCR, em 
diferentes condições, como diferentes temperaturas de anelamento, 
tempo de extensão e concentração de reagentes. Para buscar um ajuste e 
verificar a possibilidade de uso. 
Após a otimização das reações para os iniciadores, foram 
realizadas eletroforeses verticais em géis de poliacrilamida para verificar 
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a existência de polimorfismo. Esta eletroforese foi realizada em gel 
desnaturante de Bis-acrilamida [4%], em tampão TBE 1X, por 
aproximadamente 90 min sob correntes continua com voltagem de 75 
volts. 
Foram selecionados os locos com maior potencial de 
polimorfismo e confeccionados marcados com fluorescência para 
realizar a validação e caracterização destes locos. Para isso foi 
empregada a genotipagem na plataforma ABI 3500xL Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems) com 168 indivíduos em 8 populações. Devido à 
marcação fluorescente dos marcadores possuírem diferentes espectros 
de leitura, as reações para caracterização dos locos foram realizadas em 
conjuntos (multiplex). 
O nível de potencial de polimorfismo de cada loco, denominado 
de conteúdo polimórfico, (Polymorphism Information Content - PIC), 
foi estimado conforme descrito na equação abaixo (Maroof et al., 1994; 
Anderson et al., 1993): 
 
 21 ipPIC  
 
Onde pi é a frequência do alelo i. 
 
4.5. Resultados 
O sequenciamento genômico do DNA de G. chacoensis resultou 
em 296.699 reads de alta qualidade. Após o trimming (qualidade 
mínima de 0,01) e excluído reads de organelas, foram obtidos 239.621 
reads (tamanho médio de 238,79 bases). Após a abordagem “de novo” 
foram obtidos 6.013 contigs (N50 = 685 bases). 
Nas regiões sequenciadas, foram encontrados 17 locos 
microssatélites dinucleotídeos, 40 trinucleotídeos, 18 tetranucleotídeos, 
8 pentanucleotídeos e 9 hexanucleotídeos, totalizando 92 locos 
microssatélites (Figura 4.1). Nestes locos, os motivos, das sequências 
repetidas, mais frequentes foram AT (7,6 %), TA (6,5%), TTC (5,4%) e 
TTA (4,3%) (Tabela 4.1). Contudo, devido à posição destes locos dentro 
dos contigs, foi possível construir os iniciadores em sequências 
flanqueadoras para 70 locos (Tabela 4.2), dos quais foram selecionados 




Figura 4.1. Frequência de locos microssatélites nas sequências obtidas para a 
espécie Guadua chacoensis distribuídas de acordo com o número de 
nucleotídeos nas repetições. 
 
Tabela 4.1. Distribuição dos locos microssatélites identificados por sequências 
obtidas para a espécie Guadua chacoensis distribuídas de acordo com o 
motivo e o número de repetição 
Motivo 
Número de repetições Ʃ 
3 4 5 6 7 8 10 16 18 20 27 34  
AC    1         1 
AT    1 2 1  1  1 1  7 
CT     1        1 
GC       1      1 
GT     1        1 
TA    3 1    1   1 6 
AAC  1           1 
AAG  2           2 
AGA  1           1 
AGC  1           1 
CAA   1          1 
CCG  1 1          2 
CCT  1           1 
CGA  1           1 
CGC  1           1 
CGG  1           1 
CTC   1          1 
GAA  1           1 
GAC  1 1          2 
GCC  1           1 
GCG  1           1 
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GCT  1           1 
GGA  2 1          3 
GGC  1           1 
GTC  1           1 
TCA  2           2 
TCC  2           2 
TCT  1           1 
TGC  1           1 
TTA  4           4 
TTC  5           5 
TTG  1           1 
AATA 1            1 
AATC 3            3 
AATT 1            1 
ACTC 1            1 
CAAC 1            1 
CAAG  1           1 
CAAT 1            1 
CTTC 1            1 
GAAA 1            1 
TAGC 3            3 
TCGA  1           1 
TTAA  1           1 
TTCT 1            1 
TTTA 1            1 
ATTAA 1            1 
CGGCT 2            2 
CTCGC  1           1 
GCTCG 1            1 
GGCGA  1           1 
TTGCC 1            1 
TTTGA 1            1 
ACGGAT 1            1 
AGCCAG 1            1 
CGGGTA  1           1 
GCAGGA  1           1 
GCCACC 1            1 
GTCGGG 1            1 
TACCCG  1           1 
TATCCG 1            1 
TCACAT   1          1 




Tabela 4.2. Iniciadores (forward | reverse) para locos microssatélites 
encontrados no genoma de Guadua chacoensis 




SSR 1 F CACTCTATCCAGAGGATTGG 55 
(AGCCAG)3  R GTACAAACCTATCCCAACGA 55 
SSR 2 F CCAGTTGATATGCAGAACCT 55 
(GCC)4  R TTCTCTCTATCGTCCTCAGC 55 
SSR 3 F TAGCACGTACCATCAAACAA 55 
(GCG)4  R CCTACCGTAAGCTCTCTGAA 55 
SSR 4 F TTTAACCCTCTGCACGTTT 56 
(GTCGGG)3  R TAAGAAGTTCCAAGGACAGC 55 
SSR 5 F GGAGTTTGCTTCTTGCTTTA 55 
(AT)8  R ACGAAGATGCTTGTCCTAGA 55 
SSR 6 F AGGAATTAGTAGTACCCGCC 55 (TACCCG)4-
(CGGGTA)4  R TACCCGCATCTAACCTACC 55 
SSR 7 F TTCACCTAGACTTCTGGCAT 55 
(TTC)4  R TGAGGAGAGAAAGGTTGAGA 55 
SSR 8 F TTGTGCATGACTTGTTGAGT 55 
(AGA)4  R TCACCTTACAATAATTCGCC 55 
SSR 9 F CTACGAGAGACCAGGCAG 54 
(CGA)4  R CTGAAAGAAATCACTCCTCG 55 
SSR 10 F AGATCTCGCTTGTAGAACCA 55 
(TAGC)3  R GTAGTGCGTATGCACACATT 55 
SSR 11 F TAGTCGGGTGATCATGAAAT 55 (AT)6-
(AATT)3  R GTCGATATATTCTTGGCTGC 55 
SSR 12 F AGGGGAATACAGATATGCAA 55 
(GGA)4  R CGTTCTCATGATACTCCCAT 55 
SSR 13 F AGCTTCACAGATGACGAACT 55 (GGA)4-
(GGA)5  R AAGATGACAACGACGATGAT 55 
SSR 14 F AATAAAGGTAGTATGGCGGC 56 
(CGGCT)3  R GGTAGCCGGTTCTGTAGTAG 54 
SSR 15 F AACTTCTCCCTCGAAACCT 55 
(AATA)3  R GTGTCACAGATGACGCAATA 55 
SSR 16 F GCGGGTTGTAGAATTAACAG 55 
(TGC)4  R GAGAATGTTGCACTGGATTT 55 
SSR 17 F CTGTGGACATGAACAATCTG 55 
(AAC)4  R ATGTGCAGCTTTCTCTCAAT 55 
SSR 18 F GATTGAGGAATGAGATGGAA 55 
(CAAG)3  R GAACTTGGCTTGAAAGATTG 55 
SSR 19 F CAATCACATCACTGTTCAGC 55 
(TA)6  R CTGCACCTGGAGAGTTTTAC 55 
SSR 20 F ATGTTGAGGATGAGATCGAC 55 
(AGC)4  R CGAAGAAAATCTGGAACAAG 55 
SSR 21 F GAGTACTTCGCCTTGCTAGA 55 (GAA)4 
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 R GTGCTGGTGTTTCTTCTTCT 55 
SSR 22 F CTCTTCGTTCACACTTCTCC 55 
(TCT)4  R AAGGAAATACCGAAGAGGAC 55 
SSR 23 F GTGGGAGAAAGGGAGAAG 55 
(CTCGC)4  R ACAATTCCGAGTAGCAAAAG 55 
SSR 24 F GGACCTAAACGCAATTTCTA 55 
(TA)18  R CACCAAAGTTGGAGATGTTT 55 
SSR 25 F GAACTACGGCAAGAACAAAG 55 
(AAG)4  R AACACACATGAACGTTAGCA 55 
SSR 26 F GTATTGGGCCGAGTACTGT  55 
(CCG)5  R GGCATAAAAGGTAGCAAATG 55 
SSR 27 F TGTCGTGATCCTCACCTC 55 
(CCG)4  R GAGAGGAACTCCAAGGGA 55 
SSR 28 F CATGTGTTTCCATAGACCCT 55 
(AT)27  R GATAGCATGATGGTTTTGCT 55 
SSR 29 F GTGATTATTCTCGGACTTGC 55 
(AT)7  R CCAACCAGAACAAAGACATT 55 
SSR 30 F AATGTCTTTGTTCTGGTTGG 55 
(AT)16  R AGACAGGTTTGCAATAGAGC 55 
SSR 31 F AACTAGGGAATTGGAAGCTC 55 
(TAGC)3  R TATGAAGTTGACACCCCTTT 55 
SSR 32 F ATATCTTGAAACCCGACCTC 56 
(TAGC)3  R CAGACAGTTTGGAAACCATT 55 
SSR 33 F GCGAGACATATTTTCCAAGA 55 
(TA)34-(TA)7  R GGCTAAAATTGAGACCTCC 54 
SSR 34 F CGAAGAAAGGAGATCAACTG 55 
(CGG)4  R GGGACGTTACAGCAATAGAG 55 
SSR 35 F TCCGCCTATATTGTTGAGTT 55 
(TTTA)3  R CTAGTGCTTCTTCCTCATGG 55 
SSR 36 F TCTCAAAGCTGTACCGAAGT 55 
(TTGCC)3  R TAACGTTCACAACAGCAGAG 55 
SSR 37 F TCTCTTCGGGACATCGTAT 56 
(GAAA)3  R AGGAATCCCTCTCCTAGGTT 56 
SSR 38 F GGTGAAGAAGGATGTATGGA 55 
(AC)6  R TATTGCGTGATGTAGTTTGC 55 
SSR 39 F GGTCTGTTCTTCTTCCTTCC 55 
(TTC)4  R CTCCAAAATTGAAGATGAGG 55 
SSR 42 F GAGCCCATATGTCATTGTCT 55 
(TTCT)3  R GATCTTCAATCTCTGCTTGC 55 
SSR 43 F GAGGGCTGTAAGCAACTAAA 55 
(TTC)4  R ACATGAAGAACAGGGATGAG 55 
SSR 44 F AGCAACGAGAGCTGGAGT 56 
(GC)10  R AATGGGACCTCGAGTGAT 55 
SSR 46 F AACGTATTTTCGACCGC 55 (TCA)4 
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 R GTAGATGGATCGAAGATGGA 55 
SSR 47 F GTGTACGCTGAGTATGCACT 54 
(GCT)4  R CGATGCAAGTACTGTCTCAA 55 
SSR 48 F TCTATTGTCCTTAGCCAGTCA 55 
(GGC)4  R CTGGAAACATCAATGAGGAC 55 
SSR 49 F CACTTCACTTTTTCGGTTTC 55 
(TTC)4  R CCTAGCAAGGTCTAGAACGA 55 
SSR 51 F GAGCACAAAAACCTCAAAAC 55 
(ACTC)3  R AAGGAATGGATGAGATGCTA 55 
SSR 52 F AGAAAGATTGTTGATGGTGG 55 
(CT)7  R GCCATGGTAACTTGGTAAGA 55 
SSR 53 F TCACAACACTTGGGATTGTA 55 
(TCGA)4  R GTCAATAGGTTGAGAGAGCG 55 
SSR 54 F AACGGATAAGCTCAACACAT 55 
(AATC)3  R GTATTCGAATCAGCGACG 55 
SSR 55 F GGGACTACGAGGTAGGACTT 55 
(CAAT)3  R GAGCTTGGGTTAAATGAGTG 55 
SSR 56 F AGTCCAGTCGCACTCTTCTA 55 
(CTTC)3  R TGTGTAATATAACCCGGAGG 55 
SSR 58 F GTCTATTGCAGTCCCAAATC 55 
(TCACAT)5  R GTTGTGCAGATGTGAATGTG 56 
SSR 59 F CCCCATACGTTGTGAGATAC 55 
(AT)20  R CTCCTAAAATCCTACGTGACA 55 
SSR 60 F GAAATCGTCGAATAAGGAAG 54 
(AATC)3  R TAATTAGGAGTTGGTGGTGG 55 
SSR 61 F GAAGAAGATGCTGGATGAAG 55 
(AAG)4  R CTTTCTTCGCGACCTTG 55 
SSR 62 F ATACCGCCTGGAGAAGTT 55 
(GAC)5  R GACAATCATCCTTGGAGAAA 55 
SSR 65 F ATGAGCGAGAATGTAGGTGT 55 
(TTAA)3  R CTTTGAGACATTCTGGACTT 52 
SSR 67 






R CACACAATCCACTTTTGTTG 55 
SSR 68 F GATCTCAGAAGATGGATTCG 55 
(CAAC)3  R ATACATAATGAATGGGTGGC 55 
SSR 69 F TTGAGTACAAGGGATGCTCT 55 
(GT)7  R GGATCTAGGTCGAACATTCA 55 
SSR 70 F TTCCTGGTTTTTGATCTGTC 55 
(AT)7  R TCATGTTGCATTGGAGTATC 54 
SSR 71 F GCAGGCACAGTCAGAGTC 55 
(GCCACC)3  R CTTCTCAATGTCTCTCAGCC 55 
SSR 72 F TCTGCTAGTAGGGTTGGAAA 55 (GCTCG)3-
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 R AGCTCATTGGCTCGC 54 (CGGCT)3 
SSR 74 F TCGATATTATCCGTATCCGT 55 
(TATCCG)3  R GATTATGATCACCCTGGAAA 55 
SSR 75 F CATGGATGTCTTCATGATTG 55 
(TTC)4  R ACAACAGAGACAAGAAGGGA 55 
SSR 76 F CTCAAGACTAGTCACCTCGG 55 
(TCA)4  R GCACGATAGCGATAGTGATA 54 
SSR 77 F ATAAAATCTCCCGAGACACA 55 
(CAA)5  R CATTTGCTTGAGCTAGGGT 56 
SSR 79 F AACTCAAGACCCTGGACC 55 
(GAG)4  R GATTTCCAACTACGAAGTGC 55 
SSR 80 F ATCAAAAGTCAGAAGTTGGC 54 
(CGC)4  R AGTAGAGAGTCGCCCTTGAT 56 
 
A genotipagem das plantas em gradiente térmico, empregando os 
marcadores selecionados, e posterior revelação dos amplicons em gel de 
agarose, revelou que os iniciadores desenhados para os locos Gcha 17; 
Gcha 19, Gcha 22, Gcha 23 e Gcha 24 não amplificaram em todas as 
amostras independentemente das temperaturas testadas. Resultados 
distintos foram obtidos para os iniciadores desenhados para os locos 
Gcha 25, Gcha 30 e Gcha 35, pois estes apresentaram presença 
abundante de bandas inespecíficas (Figura 4.2). 
Estas características foram utilizadas como critérios para descarte 
dos marcadores a serem caracterizados. Outros critérios também foram 
levados em consideração como a nitidez e qualidade dos amplicons 
revelados após a eletroforese. Assim, 13 marcadores foram selecionados 
para serem caracterizados e, posteriormente, marcados com 
fluorescência (Tabela 4.4), para uso subsequente nos estudos genéticos. 
Com a caracterização dos marcadores, constatou-se que os 
iniciadores do loco Gcha 33 amplificaram bandas inespecíficas, 
possivelmente decorrente da instabilidade de amplificação durante as 
reações ou por inconsistências do anelamento. Sendo assim, este foi 




Figura 4.2. Produtos de PCR realizado em gradiente térmico, para os locos 
microssatélites testados em amostras de DNA extraídas a partir de Guadua 
chacoensis, revelados após eletroforese em gel de agarose. 
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Tabela 4.3. Marcadores para loco microssatélites em genoma de Guadua 
chacoensis selecionados para testes de amplificação dos fragmentos por PCR 
Loco TM (°C) Produto (pb) Motivo 
Gcha01 55 238 (GCC)4 
Gcha02 55 249 (GCG)4 
Gcha03 55 289 (TTC)4 
Gcha04 55 239 (AGA)4 
Gcha05 55 291 (AT)6-(AATT)3 
Gcha06 55 312 (GGA)4 
Gcha07 55 250 (GGA)4-(GGA)5 
Gcha08 55 285 (AATA)3 
Gcha09 55 265 (TGC)4 
Gcha10 55 244 (AAC)4 
Gcha11 55 214 (CAAG)3 
Gcha12 55 166 (TA)6 
Gcha13 55 177 (AGC)4 
Gcha14 55 243 (GAA)4 
Gcha15 55 159 (TCT)4 
Gcha16 55 246 (TTC)4 
Gcha17 55 226 (TA)18 
Gcha18 55 305 (AAG)4 
Gcha19 55 254 (CCG)5 
Gcha20 55 194 (AT)16 
Gcha21 55 310 (TAGC)3 
Gcha22 55 210 (CGG)4 
Gcha23 55 244 (TTTA)3 
Gcha24 55 304 (AC)6 
Gcha25 55 328 (TTCT)3 
Gcha26 55 309 (TTC)4 
Gcha27 55 315 (TCA)4 
Gcha28 55 280 (GGC)4 
Gcha29 55 297 (ACTC)3 
Gcha30 55 318 (CAAT)3 
Gcha31 55 167 (CTTC)3 
Gcha32 55 284 (GAC)5 
Gcha33 55 208 (CAAC)3 
Gcha34 55 283 (GT)7 
Gcha35 55 187 (GAG)4 
 
Os locos Gcha 01, Gcha 02, Gcha 04, Gcha 05, Gcha 07, Gcha 
10 e Gcha 21 apresentaram mais de um alelo dentre os 168 indivíduos 
genotipados; o loco Gcha 02 apresentou o maior número de alelos (5) e 
maior valor polimórfico (PIC) para os indivíduos analisados (0,426). O 
Gcha 07, com somente dois alelos, sendo um alelo raro (frequência 
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inferior a 1%), apresentou o menor valor PIC (0,012). Dentre os locos 
polimórficos, foram identificados 23 alelos, dos quais cinco foram alelos 
raros, estando estes todos em heterozigose nos indivíduos (Tabela 4.5). 
O multiplex “A”, composto pelos locos Gcha 03, Gcha 04, 
Gcha 09 e Gcha 18 (Tabela 4.4), apresentou resultados satisfatórios de 
amplificação para todos os locos. Contudo, Gcha 04 foi o único deste 
conjunto de locos que apresentou polimorfismo para os indivíduos 
avaliados (Figura 4.3). No multiplex “B”, composto pelos locos Gcha 
08, Gcha 10, Gcha 21 e Gcha 33, houve dificuldades na amplificação do 
loco Gcha 33, que foi retirado do conjunto. 
Quando avaliado isoladamente, este loco apresentou resultados 
inespecíficos e instáveis, motivo pelo qual foi também retirado da 
caracterização. Os demais locos para este conjunto (multiplex “B”) 
apresentaram resultados satisfatórios de amplificação (Figura 4.4). Os 
multiplex “C”, composto pelos locos Gcha 02, Gcha 05 e Gcha 06, e 
“D”, composto pelos locos Gcha 01 e Gcha 07, apresentaram resultados 
de amplificação satisfatórios em todos os locos (Figuras 4.5 e 4.6). 
 
Tabela 4.4. Motivo do microssatélites, temperatura de anelamento (Ta °C), 
tamanho esperado e fluorescência para cada um dos locos agrupados em 
conjuntos de multiplex, utilizados na caracterização de marcadores para 
locos microssatélites em genoma de Guadua chacoensis 
 




Multiplex A  58   
Gcha 03 (TTC)4  289 FAM 
Gcha 04 (AGA)4  239 NED 
Gcha 09 (TGC)4  265 VICK 
Gcha 18 (AAG)4  305 PET 
Multiplex B  58   
Gcha 08 (AATA)3  285 FAM 
Gcha 10 (AAC)4  244 NED 
Gcha 21 (TAGC)3  310 VICK 
Gcha 33 (CAAC)3  330 PET 
Multiplex C  58   
Gcha 02 (GCG)4  249 FAM 
Gcha 05 (AT)6-(AATT)3  291 NED 
Gcha 06 (GGA)4  312 VICK 
Multiplex D  58   
Gcha 01 (GCC)4  238 FAM 
Gcha 07 (GGA)4-(GGA)5  250 NED 
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Tabela 4.5. Frequência alélica e conteúdo polimórfico (PIC) de 12 marcadores 
microssatélites caracterizados no genoma de Guadua chacoensis, obtida a 
partir de 144 indivíduos de populações nativas e 24 indivíduos de 




Alelo A Alelo B Alelo C Alelo D Alelo E 
Gcha 01 0,98 0,02    0,046 
Gcha 02 0,70 0,27 0,01 0,01 0,01 0,426 
Gcha 03 1,00     0,000 
Gcha 04 0,98 0,02    0,035 
Gcha 05 0,92, 0,08    0,153 
Gcha 06 1,00     0,000 
Gcha 07 0,99 0,01    0,012 
Gcha 08 1,00     0,000 
Gcha 09 1,00     0,000 
Gcha 10 0,97 0,02 0,01   0,052 
Gcha 18 1,00     0,000 
Gcha 21 0,96 0,04    0,069 
 
 
Figura 4.3. Imagem da genotipagem dos amplicons do multiplex “A”, revelado na 
plataforma ABI 3500 XL para a espécie Guadua chacoensis, A) amplicons para 
os locos Gcha 04, Gcha 09, Gcha 03 e Gcha 18 amplificados em conjunto, 
comparados com o marcador de peso molecular GeneScan 600 LIZ® (laranja); 
B) destaque para o loco Gcha 04 em reação de amplificação dentro do 
multiplex A; C) destaque para o loco Gcha 09 em reação de amplificação 
dentro do multiplex A; D) destaque para o loco Gcha 03 em reação de 
amplificação dentro do multiplex A; E) destaque para o loco Gcha 18 em 




Figura 4.4. Imagem da genotipagem dos amplicons do multiplex “B”, revelado na 
plataforma ABI 3500 XL para a espécie Guadua chacoensis, A) amplicons para 
os locos Gcha 08, Gcha 10, Gcha 21 e Gcha 33, amplificados em conjunto, 
comparados com o marcador de peso molecular GeneScan 600 LIZ® (laranja); 
B) destaque para o loco Gcha 08 em reação de amplificação dentro do 
multiplex B; C) destaque para o loco Gcha 10 em reação de amplificação 
dentro do multiplex B; D) destaque para o loco Gcha 21 em reação de 
amplificação dentro do multiplex B; E) destaque para o loco Gcha 33 em 
reação de amplificação dentro do multiplex B. 
 
 
Figura 4.5. Imagem da genotipagem dos amplicons do multiplex “C”, revelado 
na plataforma ABI 3500 XL para a espécie Guadua chacoensis, A) 
amplicons para os locos Gcha 02, Gcha 05 e Gcha 06, amplificados em 
conjunto, comparados com o marcador de peso molecular GeneScan 600 
LIZ
®
 (laranja); B) destaque para o loco Gcha 02 em reação de 
amplificação dentro do multiplex C; C) destaque para o loco Gcha 05 em 
reação de amplificação dentro do multiplex C; D) destaque para o loco 




Figura 4.6. Imagem da genotipagem dos amplicons do multiplex “D”, revelado 
na plataforma ABI 3500 xL para a espécie Guadua chacoensis, A) 
amplicons para os locos Gcha 01 e Gcha 07, amplificados em conjunto, 
comparados com o marcador de peso molecular GeneScan 600 LIZ
®
 
(laranja); B) destaque para o loco Gcha 01 em reação de amplificação 
dentro do biplex D; C) destaque para o loco Gcha 07 em reação de 
amplificação dentro do biplex D. 
 
4.6. Discussão 
Atualmente, o conteúdo AT e GC genômico vem sendo 
empregado em estudos de ecologia evolutiva em monocotiledôneas 
(Smarda et al., 2014). Os locos microssatélites com repetições AT e TA 
foram os mais frequentes no genoma de G. chacoensis, estando de 
acordo com o relatado em estudos com outras espécies de bambu (Liu et 
al., 2012), assim como em outros vegetais, a exemplo de Zea mays, 
Oriza sativa, Beta vulgaris e Arabidopsis thaliana, ao passo que em 
genomas animais é observado maior conteúdo C+G e consequentemente 
maior concentração de locos com este conteúdo (Beven et al., 1998; 
Kubo et al., 2000; Barow; Meister, 2002; McCouch et al., 2002; Jaillon 
et al., 2004; Yu et al., 2012). 
A elevada frequência de motivos dinucleotídeos e trinucleotídeos 
em microssatélites é citada para o bambu Dendrocalamus latiflorus 
(Bhandawat et al., 2015) e em outras espécies vegetais, como Pinus 
taeda e Picea glauca (Bérubé et al., 2007). Estes motivos 
microssatélites são reportados como mais informativos, devido ao maior 
polimorfismo, em comparação aos motivos maiores, como 
tetranucleotídeos a hexanucleotídeos (Samadi et al., 1998, Bérubé et al., 
2007; Correia, 2011). 
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Dentre os locos caracterizados, em que foi confirmado 
polimorfismo, neste trabalho, somente o loco Gcha 05 (dinucleotídeo + 
tetranucleotídeo) e o Gcha 21 (tetranucleotídeo) não possuem motivo 
microssatélites trinucleotídeo, demonstrando que estes motivos foram 
informativos também em sequências de Guadua chacoensis. Entretanto, 
os valores de número de alelos e PIC demonstram reduzida diversidade 
para estes locos em comparação a outras espécies, em que locos 
microssatélites apresentam maior polimorfismo (Hammami et al., 2014; 
Cubry et al., 2014). Contudo, este tipo de resultado pode ser uma 
característica intrínseca aos bambus, pois resultados similares também 
foram verificados na espécie Dendrocalamus giganteus (Tian et al., 
2012). É relevante mencionar que, estes estimadores e valores podem 
estar viesados em razão de características intrínsecas dos bambus, como 
a peculiar forma de propagação vegetativa, formando elevado número 
de clones. 
O ciclo fenológico e a biologia reprodutiva da espécie podem ser 
apontados como causas do reduzido polimorfismo encontrado neste 
estudo. A floração e a possível recombinação alélica em bambus são 
governadas por fatores ambientais ainda não bem não elucidados 
(Campanello et al., 2007). Nesta espécie, a floração ocorre em intervalos 
de aproximadamente 31 anos (Areta et al., 2009). 
A distribuição do pólen é predominantemente através do vento e 
as sementes são predominantemente distribuídas pela fauna associada, 
principalmente pássaros da espécie Tiaris fuliginosa. Além disto, e este 
comportamento reprodutivo é encontrado também em outras espécies de 
bambus lenhosos (Areta; Bodrati, 2008; Montti et al., 2011a). De 
maneira geral, esta estratégia não favorece muito a rapidez na fixação ou 
disseminação de novos alelos (Eriksson, 1997). Porém, pouco se 
conhece a respeito dos efeitos do comportamento reprodutivo na 
ecologia e estrutura das populações de bambu (Budke et al., 2010; 
Montti et al., 2011b). 
O conteúdo polimórfico de cada loco microssatélites 
desenvolvido neste trabalho deve ser considerado conservador, pois 
pode variar com a análise de outras populações, uma vez que este foi o 
primeiro estudo com os referidos locos. Neste sentido, outras 
populações, distantes geograficamente daquelas já testadas, devem ser 
empregadas em estudos genéticos com estes mesmos marcadores aqui 
desenvolvidos. Assim, será possível acumular dados e ter estimativas 
mais acuradas do potencial polimórfico de cada loco. 
Contudo, os locos polimórficos encontrados neste estudo 
representam um avanço para estudos genéticos com a espécie Guadua 
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chacoensis, bem como para outras espécies nas quais é possível a 
transferibilidade dos locos desenvolvidos. Devido aos microssatélites 
apresentarem natureza co-dominante e possuírem elevado grau 
informativo do genoma. Permitindo a novas pesquisas genéticas com a 
espécie empregando estas ferramentas. 
 
4.7. Conclusão 
Através do sequenciamento de fragmentos do genoma nuclear de 
Guadua chacoenis foi possível identificar, validar e caracterizar 12 
locos microssatélites, dos quais, até agora, sete são polimórficos, 
imediatamente passiveis de serem empregados em estudos genéticos da 
espécie. Os cinco locos que com os testes realizados não apresentaram 
polimorfismo necessitam de testes com DNAs de indivíduos de outras 
populações a serem coletadas em outras localidades. Há também a 
necessidade de realizar testes e caracterizar os demais locos 
microssatélites encontrados neste estudo, porém ainda não 
caracterizados. Caso outros sejam polimórficos, seu uso pode 
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5. CAPITULO II DIVERSIDADE E ESTRUTURA 
GENÉTICA DE POPULAÇÕES NATURAIS DE Guadua 
chacoensis (Rojas) Londoño & P M 
 
5.1. Resumo 
O objetivo deste trabalho foi utilizar marcadores microssatélites 
desenhados para a espécie Guadua chacoensis visando caracterizar a 
diversidade e estrutura genética de populações naturais desta espécie. 
Foram amostradas seis populações nativas da espécie G. chacoensis 
(denominadas de AF, EF, BF, CF, PF e IF), dentro do Parque Nacional 
do Iguaçu BR, totalizando 575 indivíduos amostrados. Destes, o DNA 
extraído foi utilizado para amplificar 12 locos microssatélites em 
reações de PCR. Posteriormente os fragmentos amplificados foram 
analisados em eletroforese capilar, na plataforma ABI 3500 XL. Os 
dados desta genotipagem foram usados para estimar as frequências 
alélicas, percentagem de locos polimórficos, número total de alelos, 
número médio de alelos por loco, número médio de alelos por loco 
polimórfico, heterozigosidade observada (Ĥo) e esperada (Ĥe), índice de 
fixação (f), estatísticas F de Wright, bem como a distância e identidade 
genética de NEI. Dos 12 testados, 3 (25%) locos foram polimórficos, 
sendo Gcha 02, o loco com maior número de alelos (5). Nas populações 
PF, EF e AF foram identificados alelos privados para os locos Gcha 02, 
Gcha 21 e Gcha 05, respectivamente. A maior distância genética foi 
observada entre as populações IF e as demais EF, AF e CF (0,150). As 
populações IF e PF apresentaram reduzida diferença genética em 
comparação às demais populações amostradas, que, por sua vez, 
apresentaram elevada similaridade. A estrutura populacional 
demonstrou que a maior diversidade genética encontrada está dentro e 
não entre populações. As populações amostradas apresentaram elevada 
identidade genética, com alto número de migrantes. Estes resultados 
sugerem que as populações amostradas, mesmo isoladas dentro do 
mesmo contínuo florestal, podem ser parte de uma população maior, 
com elevado fluxo gênico entre si, ou apresentam altas taxas de 
multiplicação vegetativa, ou ainda os espaçados eventos mitóticos são 
ineficazes na produção de recombinantes, pois a homozigose das plantas 
deve estar elevada, contudo são necessários outros estudos com maior 
número de marcadores para comprovar os resultados obtidos. Com base 
no que foi constatado, as populações de G. chacoensis presentes no 
Parque Nacional do Iguaçu apresentam reduzido polimorfismo nos locos 
microssatélites empregados neste estudo. 
Palavras-Chave: Bambu, polimorfismo, Estrutura genética 
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5.2. Abstract 
The aim of this study was to use the microsatellite markers designed for 
Guadua chacoensis to characterize genetic diversity and structure of 
naturally occurring populations of this species. Six populations within 
the Iguaçu National Park BR were sampled (AF, EF, LF, CF, PF, and 
IF), totaling 575 individuals. The extracted DNA was used to amplify 12 
microsatellite loci in PCR reactions. Subsequently, the amplified 
fragments were analyzed by capillary electrophoresis on ABI 3500 XL 
platform. The genotyping data were used to estimate the allele 
frequencies, percentage of polymorphic loci, total number of alleles, 
average number of alleles per locus, mean number of alleles per 
polymorphic locus, observed (Ho) and expected (He) heterozygosity, 
fixation index (f), Wright's F statistics as well as NEI’s genetic distance 
and identity. Among the 12 microsatellite loci evaluated, 3 (25%) were 
polymorphic, and Gcha 02 presented the highest number of alleles (5). 
Private alleles were identified in PF (Gcha 02), EF (Gcha 21), and AF 
(Gcha 05) populations. The largest genetic distance (0.150) was 
observed between IF and other populations (EF, AF, and CF). The IF 
and PF populations showed reduced genetic difference compared with 
other populations sampled, which, in turn, showed high similarity. The 
population structure anlysis shown that the greater genetic diversity is 
within and not between populations. The sampled populations showed 
high genetic identity, with a high number of migrants. These results 
suggest that populations sampled, even isolated in the same forest solid, 
may be: part of a larger population with high gene flow between them; 
present high rates of vegetative propagation; the spaced mitotic events 
are ineffective in producing recombinants. Although, further studies are 
needed with larger numbers of markers to confirm these results. 
According to our results, G. chacoensis populations from the Iguaçu 
National Park have reduced polymorphism in the microsatellite loci 
used in this study. 




Marcadores microssatélites (SSR), são marcadores codominantes, 
por distinguirem heterozigotos de homozigotos (Powell et al., 1996), 
possuem herança mendeliana e, normalmente, elevado polimorfismo, 
pois cada loco microssatélites pode conter inúmeros alelos e, com isto, 
elevado poder de exclusão, permitindo realizar inferências de 
estimadores da genética populacional, forças evolutivas e seleção de 
genótipos (Selkoe; Toonen, 2006; Ellstrand, 2014; Shahriar et al., 2014). 
O emprego de marcadores microssatélites tem sido frequente em 
estudos de diversidade e estrutura populacional, assim como para 
compreender forças evolutivas presentes em populações naturais de 
inúmeras espécies vegetais, como fixação alélica ou fluxo gênico entre e 
dentro de populações (Lian et al., 2001; Bittencourt; Sebbenn, 2007). 
Contudo, em bambu (Poaceae: Bambusoideae), os estudos genéticos 
ainda utilizam, em sua maioria, marcadores dominantes, como RAPD e 
AFLP, principalmente visando conhecer as distâncias genéticas e 
diversidade existente entre espécies (Loh et al., 2000; Nayak et al., 
2003; Ramanayake et al., 2007). Este fato se deve principalmente ao 
pouco conhecimento do seu genoma para desenho de marcadores 
flanqueadores de regiões microssatélites. 
Outro avanço está relacionado com o sucesso na transferibilidade 
de marcadores microssatélites de espécies de gramíneas, como 
Saccharum officinarum e Oryza sativa para espécies de bambu (Sharma 
et al., 2008). Igualmente importante foram os estudos que relatam 
sucesso na transferibilidade de marcadores microssatélites entre espécies 
de bambu, com isto gerando subsídios científicos para avanço do 
conhecimento da diversidade genética das populações destas espécies 
secundárias da subfamília Bambusoideae (Kaneko et al., 2008; Sharma 
et al., 2009). 
Atualmente, os estudos genéticos populacionais com marcadores 
moleculares, realizados para bambu, têm como alvo espécies do 
continente asiático. Como Bashania fangiana, em que foi verificada 
elevada diversidade genética em populações, contudo, clones também 
estão presentes em raios de aproximadamente 30 metros (Ma et al., 
2013). Foi elucidado também comportamento reprodutivo e biologia 
floral da espécie Sasa veitchii var. hirsuta (Matsuo et al., 2014) e a 
influência de fatores bióticos e abióticos na história evolutiva de 
Ceracris kiangsu (Fan et al., 2014). Bem como o desenvolvimento de 
marcadores microssatélites para Phyllostachys edulis (Jiang et al., 
2013). 
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Por outro lado, as informações genéticas a respeito da diversidade 
e estrutura genética em populações da maioria das espécies de bambu 
são escassas. Tratando-se dos bambus nativos da América do Sul, como 
Guadua chacoensis, há poucas informações acerca da diversidade ou da 
estrutura genética de suas populações nativas. Desta forma, o objetivo 
com este trabalho foi caracterizar a diversidade e estrutura genética de 
populações naturais de Guadua chacoensis com a utilização de 
marcadores microssatélites específicos à espécie. 
 
5.4. Material e Métodos 
Foram amostradas seis populações nativas da espécie Guadua 
chacoensis, dentro do Parque Nacional do Iguaçu (Tabela 5.1), em que 
foram coletados ao total 575 indivíduos, dos quais 110 indivíduos das 
populações de Poço Preto (PF, 25° 37’ 40” S, 54° 27’ 46” W), Entrada 
do Parque (EF, 25° 36’ 54” S, 54° 28’ 39” W) e Macuco Ecoaventura 
trilha das Bananeiras (BF, 25° 39’ 24” S, 54° 25’ 54” W), 101 
indivíduos da população Administração do Parque (AF, 25° 37' 31" S, 
54° 28' 45" W) e 72 indivíduos das populações Cataratas (CF, 25° 41’ 
28” S, 54° 26’ 10” W) e Ilha das Taquaras (IF, 25° 35' 57" S, 54° 21' 
49" W), conforme ilustrado na Figura 5.1. 
 
Tabela 5.1 Distância geográfica entre populações da espécie Guadua 
chacoensis coletadas para análise de genética populacional, em fragmento 
nativo de Mata Atlântica, no Parque Nacional do Iguaçu, Foz do Iguaçu, 
PR, Brasil 
 PF EF BF AF CF 
EF 9,13 km     
BF 8,08 km 6,52 km    
AF 9,71 km 1,22 km 5,81 km   
CF 11,56 km 9,57 km 3,90 km 9,46 km  
IF 2,66 km 11,46 km 9,35 km 11,61 km 12,54 km 
 
As coletas foram realizadas com a autorização n
o
. 45390 
expedida pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da 
Biodiversidade (ICMBio) SISBIO. Cada amostra consistiu de 
aproximadamente 10 g de tecido do limbo foliar fresco de cada 
indivíduo amostrado e uma exsicata por população coletada. As 
amostras foram embaladas e desidratadas individualmente utilizando 
sílica gel e as exsicatas foram herborizadas e depositadas no herbário 




Figura 5.1 Distribuição das populações da espécie Guadua chacoensis 
coletadas para estudos de genética populacional, no Parque Nacional do 
Iguaçu, Foz do Iguaçu, PR, Brasil. 
 
A extração do DNA e genotipagem foram realizadas no 
Laboratório de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal 
(LFDGV/UFSC). Para extração do DNA foi utilizado o kit comercial 
Nucleo Spin Plant II (Macherey-Nagel), seguindo as recomendações do 
fabricante. Posteriormente, o DNA foi quantificado via 
espectrofotômetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) e eletroforese 
horizontal em gel de agarose [0,8%], seguido de diluição em água ultra-




As reações de PCR (Polymerase Chain Reaction) para 
genotipagem dos indivíduos foram realizadas utilizando o mastermix 
comercial KAPA2G Fast Multiplex PCR kit (Biosystems) (3 mM 
MgCl2, 0,2 mM dNTPs e 1U de DNA Polimerase, para concentração de 
1X), com volume de reação de 5 µL (Tabela 5.2). A termociclagem 
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ocorreu em termociclador Veriti
®
 Thermal Cycler (Applied 
Biosystems), com a seguinte ciclagem: em ciclo em 95 °C durante 3 
min; 35 ciclos de 95 °C durante 30 s, 58°C durante 30 s e 72 °C durante 
1 min., seguido de extensão final de 72 °C durante 40 min. As reações 
foram realizadas em conjuntos de multiplex empregando marcadores 
marcados com fluorescências distintas para marcadores do mesmo 
conjunto (Tabela 5.3). 
 
Tabela 5.2 Concentrações de reagentes para a reação de PCR utilizando 
marcadores microssatélites para a espécie Guadua chacoensis 
Reagente Concentração Inicial Concentração Final 
Kapa 2G 2 X 1 X 
Gcha 03 f 10 µM 20 pM 
Gcha 03 r 10 µM 20 pM 
Gcha 04 f 10 µM 40 pM 
Gcha 04 r 10 µM 40 pM 
Gcha 09 f 10 µM 10 pM 
Gcha 09 r 10 µM 10 pM 
Gcha 18 f 10 µM 20 pM 
Gcha 18 r 10 µM 20 pM 
Gcha 08 f 10 µM 40 pM 
Gcha 08 r 10 µM 40 pM 
Gcha 10 f 10 µM 30 pM 
Gcha 10 r 10 µM 30 pM 
Gcha 21 f 10 µM 40 pM 
Gcha 21 r 10 µM 40 pM 
Gcha 02 f 10 µM 30 pM 
Gcha 02 r 10 µM 30 pM 
Gcha 05 f 10 µM 20 pM 
Gcha 05 r 10 µM 20 pM 
Gcha 06 f 10 µM 20 pM 
Gcha 06 r 10 µM 20 pM 
Gcha 01 f 10 µM 12 pM 
Gcha 01 r 10 µM 12 pM 
Gcha 07 f 10 µM 20 pM 
Gcha 07 r 10 µM 20 pM 







Tabela 5.3 Temperatura de anelamento (Ta °C), tamanho esperado e 
fluorescência para cada um dos locos agrupados em conjuntos de multiplex 
utilizados na caracterização de marcadores para loci microssatélites em 
genoma de Guadua chacoensis 
 
Para confirmar a amplificação dos loci microssatélites foi 
realizada eletroforese horizontal em gel de agarose [2,5%] com 2µL de 
produto de PCR e 3 µL do tampão de carregamento de eletroforese (500 
µL de tampão de eletroforese + 1 µL de gel red), utilizando marcador de 
peso molecular ladder de100 pb (DNA ladder-NORGEN) para verificar 
o tamanho dos fragmentos gerados. 
As amostras amplificadas com sucesso foram utilizadas para 
genotipagem via eletroforese capilar. Os produtos de PCR foram 
diluídos na proporção de 1µL de produto de PCR para 10 µL de água 
ultra-pura (Milli-Q), homogeneizados e adicionados ao mix contendo 
8,75 µL de HiDi™ Formamide (Applied Biosystems) e 0,25 µL de 
GeneScan™ 600 Liz Size Standard v2.0
® 
(Applied Biosystems). O mix 
foi submetido à desnaturação, aquecido a 95 °C por 5 min e 
acondicionado em gelo por 3 min, para iniciar a eletroforese capilar, 
utilizando a plataforma ABI 3500xL Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems). 
Com os dados obtidos da genotipagem dos indivíduos, foram 
estimadas, as frequências alélicas, os índices de diversidade 
porcentagem de locos polimórficos, número total de alelos, número 
médio de alelos por loco, número médio de alelos por loco polimórfico, 
Loco Ta °C Tamanho esperado Fluorescência 
Multiplex A 58   
Gcha 03  289 FAM 
Gcha 04  239 NED 
Gcha 09  265 VICK 
Gcha 18  305 PET 
Multiplex B 58   
Gcha 08 F  285 FAM 
Gcha 10 F  244 NED 
Gcha 21 F  310 VICK 
Multiplex C 58   
Gcha 02 F  249 FAM 
Gcha 05 F  291 NED 
Gcha 06 F  312 VICK 
Multiplex D 58   
Gcha 01 F  238 FAM 
Gcha 07 F  250 NED 
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heterozigosidade observada (Ĥo) (Brown; Weir, 1983) e esperada (Ĥe) 
(Nei, 1987), índice de fixação (f) e estimadas as estatísticas F de Wright 
(Wright, 1951), conforme segue: 
 
          
 
Em que: 
Ho: heterozigose observada; 
Pii: frequência observada de genótipos homozigotos para o alelo i. 
 




He: heterozigose esperada; 
Pi: frequência alélica estimada para o i-ésimo alelo. 
 






f : índice de fixação, ou, FIS; 
Ho: heterozigose observada; 
He: heterozigose esperada. 
 






Fst : índice de fixação de sub-populações; 
HS: heterozigosidade esperada pelo equilíbrio de Hardy-
Weinberg para as populações; 
HT: heterozigosidade esperada pelo equilíbrio de Hardy-













FIT : índice de fixação para população; 
HI: heterozigosidade observada obtida pela média de todas as 
populações; 
HT: heterozigosidade esperada pelo equilíbrio de Hardy-
Weinberg para a população total. 
 
   
  
 
   
    
    
 





Nm : número de migrantes; 
n: número de populações. 
 
A análise estatística foi realizada com auxílio do software 
GenAlex 6 (Peakall; Smouse, 2006). O dendrograma foi construído 
utilizando o método “hierárquico do vizinho mais próximo” com base 
na distância genética de NEI (1972) para os locos polimórficos. 
 
         
 
Em que: 
D: Distância genética; 
I: identidade genética entre populações; obtido conforme segue: 
 
  
         
 
   
       
             




I: identidade genética entre populações; 
pix: frequência do alelo i na população x; 
piy: frequência do alelo i na população y; 




Com os 12 locos microssatélites utilizados na genotipagem, 
foram obtidos 18 alelos, dos quais, dois foram privados para a 
população EF, no loco Gcha 21, um para a população PF, no loco 
Gcha 02 e um para a população AF, no loco Gcha 05 (Tabela 5.5). 
Somente a população PF apresentou mais de um loco polimórfico. 
Foram verificados dois alelos raros (frequência inferior a 1%), um para 
a população AF no loco Gcha 02 e outro na população EF no loco 
Gcha 21, ambos com frequência de 0,5%. 
Dentre os indivíduos genotipados, das 6 populações, foi 
verificado 3 (25%) locos polimórficos, sendo Gcha 02 o loco com maior 
número de alelos (Tabela 5.4). Na análise de agrupamento, através do 
Fst par a par, pode-se observar uma maior diferença genética entre as 
populações mais distantes (Figura 5.2). A maior distância genética foi 
observada entre as populações IF e as demais EF, AF e CF (0,150). As 
populações IF e PF apresentaram diferença genética baixa em contraste 
entre si e elevada distância genética com as demais populações 
amostradas, que apresentaram elevada identidade genética entre si 
(Tabela 5.6). 
 
Tabela 5.4 Número de alelos encontrados em locos microssatélites polimórficos 
para seis populações naturais de Guadua chacoensis no Parque Nacional 
do Iguaçu, Foz do Iguaçu/PR, BR 
 
Tabela 5.5 Alelos privados encontrados em estudo de diversidade genética de 
populações naturais da espécie Guadua chacoensis no Parque Nacional do 
Iguaçu, Foz do Iguaçu/PR, BR 
População Loco Alelo Frequência (%) 
PF Gcha 02 222 2,3 
EF Gcha 21 280 1,4  
EF Gcha21 300 0,5 




 PF EF BF AF IF CF Total 
Gcha 02 4 1 2 2 2 1 4 
Gcha 05 1 1 1 2 1 1 2 
Gcha 21 1 3 1 1 1 1 3 
TOTAL 6 4 4 5 4 3 9 
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Tabela 5.6 Distância (abaixo da diagonal) e identidade genética de Nei (acima 
da diagonal), entre populações naturais da espécie Guadua chacoensis no 
Parque Nacional do Iguaçu, Foz do Iguaçu/PR, BR 
Populações PF EF BF AF IF CF 
PF * 0,943 0,946 0,943 0,981 0,943 
EF 0,059 * 1,000 1,000 0,860 1,000 
BF 0,056 0,000 * 1,000 0,865 1,000 
AF 0,059 0,000 0,000 * 0,861 1,000 
IF 0,019 0,150 0,146 0,150 * 0,861 
CF 0,059 0,000 0,000 0,000 0,150 * 
 
Devido ao reduzido número de locos polimórficos (25%), somente 
os locos Gcha 02, Gcha 05 e Gcha 21 apresentaram mais de um alelo 
entre os 575 indivíduos genotipados (Tabela 5.7). A heterozigosidade 
observada e esperada, o índice de fixação e as estatísticas F de Wright 
foram realizados com os dados destes três locos. Assim, na população 
CF, onde foi constatada a ocorrência de alelo fixado para todos os locos, 
não foi possível obter estas estimativas (Tabelas 5.8 e 5.9). 
 
 
Figura 5.2 Dendrograma de distância baseado no Fst par a par, utilizando a 
distância euclidiana, a partir de três locos microssatélites, avaliados em seis 




Tabela 5.7 Frequência de alelos para locos microssatélites polimórficos entre as 
populações naturais de Guadua chacoensis amostradas no Parque Nacional 
do Iguaçu, Foz do Iguaçu/PR, BR 
Loco Alelo PF EF BF AF IF CF 
  - - - - - - - - - - - - Frequência (%) - - - - - - - - - - - - 
Gcha 
02 
222 2,30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
225 3,20 0,00 3,20 0,50 0,00 0,00 
243 59,50 0,00 0,00 0,00 98,60 0,00 
246 35,00 100,00 96,80 99,50 1,40 100,00 
Gcha 
05 
286 0,00 0,00 0,00 2,00 0,00 0,00 
290 100,00 100,00 100,00 98,00 100,00 100,00 
Gcha 
21 
280 0,00 1,40 0,00 0,00 0,00 0,00 
300 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 
308 100,00 98,10 100,00 100,00 100,00 100,00 
 
Tabela 5.8 Índices de diversidade genética de populações naturais de Guadua 
chacoensis no Parque Nacional do Iguaçu, Foz do Iguaçu/PR, BR 
 n alelos                       
PF 110 15 8,33 1,25 4,00 0,074 0,012 0,843 
EF 110 14 8,33 1,17 3,00 0,005 0,001 0,746 
BF 110 13 8,33 1,08 2,00 0,009 0,009 -0,033 
AF 101 14 16,67 1,17 2,00 0,007 0,001 0,498 
IF 72 13 8,33 1,08 2,00 0,004 0,000 1,000 
CF 72 12 0,00 1,00 1,00 0,000 0,000 1,000 
Média 96 13,5 8,33 0,96 2,17 0,017 0,004 0,832 
n = tamanho da amostra; alelos = número total de alelos da amostra; 
      = porcentagem de locos polimórficos; Â = número médio de alelos por 
loco; e Âp = número médio de alelos por loco polimórfico; 
ĤE = heterozigosidade esperada; ĤO = heterozigosidade observada e    = índice 
de fixação. 
 
Tabela 5.9 Estrutura populacional estimada pelas estatísticas F acessada por 
marcadores microssatélites em indivíduos de seis populações naturais de 
Guadua chacoensis dentro do Parque Nacional do Iguaçu, Foz do 
Iguaçu/PR, BR 
Locos Fis Fit Fst Nm 
Gcha 02 0,750 0,937 0,748 0,084 
Gcha 05 1,000 1,000 0,017 14,850 
Gcha 21 0,746 0,749 0,012 20,008 
Média 0,832 0,895 0,259 11,647 
Desvio Padrão 0,146 0,130 0,424 10,341 




Neste estudo, foi encontrado reduzido polimorfismo dentro das 
populações e entre as populações genotipadas, comparativamente a 
outras espécies da mesma tipologia florestal. Isto se deve provavelmente 
a (i) reduzida distância geográfica entre as populações amostradas, 
estando todas dentro de um mesmo contínuo florestal e (ii) ao modo de 
reprodução, que inclui propagação vegetativa. Resultados semelhantes, 
com plantas multiplicadas vegetativamente dentro das populações são 
relatados para a espécie de bambu Dendrocalamus giganteus (Tian et 
al., 2012). 
Este cenário deve-se ao comportamento reprodutivo intrínseco 
dos bambus, com recorrente propagação assexuada destas espécies, 
passando por ciclos de florescimento e recombinação gênica em 
intervalos de aproximadamente 31 anos (Guerreiro, 2014). Estas 
inferências são corroboradas pelos resultados encontrados anteriormente 
para populações naturais da espécie Sasa senanensis, onde é relatado 
ocorrência de elevada frequência de clones dentro da população 
(Suyama et al., 2000), reduzindo expressivamente o tamanho efetivo 
populacional e, consequentemente, a diversidade genética dentro da 
população. 
Outros relatos de genética populacional em bambu são limitados 
e realizados principalmente com marcadores dominantes (Nayak et al., 
2003; Yeasmin et al., 2015). Nos estudos com marcadores do tipo 
microssatélite, o reduzido polimorfismo encontrado nesta pesquisa é 
também relatado em outras espécies (Suyama et al., 2000; Yang et al., 
2012). Também por este fato, estes marcadores são principalmente 
utilizados para a análise da diversidade genética entre espécies de 
bambu (Sharma et al., 2009). Contudo, devido a abordagem distinta, não 
é possível a comparação dos estimadores populacionais, com os 
resultados obtidos no presente trabalho. 
Estudo populacional com espécies de bambu, no bioma Mata 
Atlântica, corroboram os achados nesta pesquisa, demonstrando que as 
populações estudadas apresentaram baixo número de locos polimórficos 
e também reduzido número de alelos por loco (Abreu et al., 2014). 
Entretanto, elevado número de locos polimórficos e alelos por loco 
microssatélites foi constatado em acessos da espécie de bambu 
Dendrocalamus latiflorus pertencentes a uma coleção de germoplasma, 
assim como outras espécies de bambu pertencentes à mesma coleção 
(Bhandawat et al., 2015). 
Assim, existe maior variabilidade genética em espécies de bambu 
comparativamente ao que foi obtido no presente estudo. Esta 
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divergência é decorrente da maior variabilidade genética dos indivíduos 
utilizados para genotipagem, por serem provenientes de distintas 
populações, pois fazem parte de bancos de germoplasma distintos. É 
relevante ressaltar que novas abordagens estão sendo empregadas para 
genotipagem de populações, como o desenvolvimento de marcadores 
SNPs (Wang et al., 2013). 
A estrutura populacional, obtida através das estatísticas F de 
Wright, demonstra que há menor distância genética entre as populações 
IF e PF, que estão geograficamente próximas entre si e distantes das 
demais, que, apresentaram elevada identidade genética. Assim, com este 
padrão de estrutura populacional, sugere-se para estudos posteriores 
redirecionar os esforços de coleta para populações que estejam a 
maiores distâncias, em razão do alto índice de fixação na população 
(Fit), e fluxo gênico entre os indivíduos coletados, sendo menor em 
populações a maiores distâncias, elevando o Fst observado, reforçando a 
maior importância de coletas em populações mais afastadas. 
Contudo, é importante ressaltar que estes dados estão sob 
influência do reduzido polimorfismo dos locos estudados e o elevado 
número de migrantes encontrados está possivelmente distorcido devido 
aos locos Gcha 05 e Gcha 21, praticamente fixados, elevando o valor do 
intervalo de confiança. Este efeito é reduzido para o loco Gcha 02 que, 
devido ao maior polimorfismo apresenta dados de maior confiabilidade 
para esta estatística. 
Os valores estimados para a estrutura populacional são também 
prejudicados pelo reduzido polimorfismo encontrado, tornando pouco 
informativo o intervalo de confiança obtido. A elevada identidade 
genética presente dentro das populações corrobora com os dados 
encontrados para a espécie Sasa cernua, onde o elevado número de 
clones foi encontrado dentro de populações, reduzindo o tamanho 
efetivo das mesmas e elevando a identidade genética (Kitamura; 
kawahara, 2009). Este cenário possivelmente está influenciando também 
as populações estudadas de G. chacoensis. 
 
5.7. Conclusão 
As populações amostradas de Guadua chacoensis presentes no 
Parque Nacional do Iguaçu apresentam reduzido polimorfismo para os 
locos microssatélites empregados. A diversidade e estrutura 
populacional possível de ser acessada com os marcadores polimórficos 
demonstraram que a maior diversidade genética está presente entre os 
indivíduos, sem aparentes divergências na composição genética entre as 
populações. 
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Estudos futuros, visando acessar a diversidade genética em 
Guadua chacoensis necessitam coletar populações com maior distância 
geográfica, assim como utilizar outros locos microssatélites visando 
acessar um possível maior polimorfismo existente para a espécie. 
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6. CONSIDERAÇÕES GERAIS E PERSPECTIVAS 
Durante o desenvolvimento deste estudo foram encontrados, 
validados e caracterizados, em fragmentos do genoma nuclear de 
Guadua chacoenis, 12 locos microssatélites, dos quais, em sete locos 
foram encontrados mais de um alelo. Porém, todos os locos estudados 
apresentaram reduzido polimorfismo, comportamento este 
aparentemente intrínseco à espécie. 
Novos estudos devem ser realizados para confirmar este 
comportamento genético de baixa diversidade em G. Chacoensis. Além 
disso, novos estudos, podem ainda caracterizar outros locos 
microssatélites com marcadores já desenhados neste estudo, a fim de 
incrementar as abordagens possíveis para o estudo populacional desta 
espécie. 
Mesmo os locos não polimórficos durante a caracterização, foram 
empregados em estudo de genética de populações pertencentes ao 
Parque Nacional do Iguaçu, Foz do Iguaçu/PR, BR. Com a genotipagem 
dos 575 indivíduos, estes locos mantiveram o monomorfismo. Não 
obstante, novos testes ainda podem ser adotados, utilizando indivíduos 
provenientes de diferentes regiões, a fim de exaurir as possibilidades de 
polimorfismo dos mesmos. 
As populações amostradas apresentam reduzida variabilidade 
genética para os locos estudados. As análises de diversidade e estrutura 
genética demonstraram que a maior diferenciação genética é encontrada 
entre os indivíduos dentro das populações, existindo baixa divergência 
genética entre as populações. Ainda assim, foi possível verificar a 
presença de alelos exclusivos ou raros em algumas populações. Devido 
a isto, estudos futuros, visando acessar maior amplitude da diversidade 
genética em G. chacoensis devem realizar a coleta em populações com 
maior distância geográfica. 
Os subsídios gerados neste trabalho consistem de informações 
básicas a serem empregadas e aprimoradas em estudos futuros visando a 
caracterização mais detalhada da diversidade genética em Guadua 
chacoensis. Assim como empregar os marcadores microssatélites 
desenvolvidos para outras espécies de bambu, via transferibilidade. 
Possibilitando realizar novas pesquisas buscando detalhar a estrutura de 
populações, acessos para bancos de melhoramentos genéticos, 
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